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1. Resumen

Los aceites esenciales son productos de relevamacto econémico en la industria
citrica. La Argentina se encuentra entre los ppaleis exportadores de aceites
esenciales del mundo, fundamentalmente el obtenhotir de limén.

Es factible que las frutas tratadas con plaguicgiss son procesadas industrialmente
presenten residuos de dichos plaguicidas en sysalurtos, en estrecha relacion con
los niveles residuales de la fruta utilizada conatema prima.

La exigencia actual de los mercados requiere unctstontrol de dichos residuos,
siendo uno de los factores de calidad de fundarmémaortancia a considerar al
momento de la comercializacion.

Los objetivos de este trabajo fueron desarrollarmetodologia analitica adecuada para
la determinacion de Ortofenilfenol por HPLC conedtdr de Fluorescencia y establecer
la incidencia de la carga inicial de residuos dehaliplaguicida en frutas sobre los
residuos de los aceites esenciales.

Se optimiz6 el proceso extractivo con acetonitrile,establecié la composicion de la
fase movil de trabajo y las condiciones cromatagaéf

La linealidad se determind a partir de las respgestomatogréficas existiendo una
correlacion lineal para: estandares, fruta y aealteionados.

El método es preciso, con recuperacion elevadardgito y adecuada sensibilidad para
la determinacion a niveles trazas de Ortofenilfeamofrutas y aceites esenciales.

Los limites de deteccién y cuantificacion del métpdra las muestras, oscilaron en un
rango de 0,01 a 0,09 y 0,03 a 0,30 ppb respectiveme

Se compararon rectas de regresion observandoseerdii@s significativas en las
ecuaciones de la recta, indicando la presencided¢oematriz considerable, por lo que
sera necesario efectuar un blanco de muestra y trasesdicionadas en la
determinacion de Ortofenilfenol en muestras reales.

Los valores medios de recuperacion del método alempara fruta y aceite fueron del
94,76% y 97,54% respectivamente. Los parametra@glis§itos permitieron establecer
gue no existen diferencias significativas entnetaiperacion media y el 100%.

Las muestras de fruta provenientes de la indugtrésentan una carga inicial de
residuos de Ortofenilfenol y se observa una pogibisistencia de la carga inicial de
estos residuos sobre los aceites esenciales ob$enid

El proceso de lavado en la linea de produccioralegducir los residuos de la carga
inicial en aproximadamente un 40%. Los valoresciawdique para aceite pulido y aceite
descerado, los residuos de la carga inicial def@nilfenol en fruta, persisten en un
rango comprendido entre 1,51 - 1,66% y 1,54 - 1,#@%pectivamente.



2. Introduccion

Actualmente nuestro pais se sitla como uno de B importantes exportadores de
frutos citricos frescos, jugos concentrados, casdashidratada, pulpa congelada y
aceites esenciales, principalmente de limon. Emdaincia de Entre Rios la produccién
de citricos esté localizada sobre la costa del Riguay en los departamentos de
Concordia, Federacion y Norte de Colon. Esta pmaies la principal productora de
naranja, con mas de un 46% de la produccién ndcionam 63% de la produccion
nacional de mandarina. En cuanto al pomelo sendisti Salta con el 76% del total
nacional y con respecto a la produccién de limdidier es Tucuman con mas del 87%
sobre el total.

Estos productos definen su valor en el mercadarexten funcion de sus propiedades y
caracteristicas fisicoquimicas, siendo uno de #&mdofes de calidad de fundamental
importancia a considerar al momento de la comézeicibn, el contenido de residuos
de plaguicidas en el producto, el cual se encuemtrastrecha relacion con los niveles
residuales en la fruta que se utiliza como mat#iiaa.

La calidad y cantidad de los aceites esencialesrmifepde la variedad y madurez de la
fruta, como de la localizacion de la plantacions lageites esenciales prensados en frio
pueden destilarse para producir diferentes fraesi@® aromas para uso en la industria
de bebidas. La metodologia de extraccion es deafurdtal importancia en la calidad
de los aceites. El rendimiento de extraccion etafftesca es de aproximadamente un
0,4 % en limén, 0,2 —0,4% en naranjas 'y 0,2 Yamelos.

Dentro de los tratamientos previos a los que seetamlas frutas, la aplicacion de
plaguicidas, constituye uno de los més relevamesianto a la calidad de los productos
que de ellas se obtienen (Montti y Col., 1998).dEsespecial interés disponer de la
informacion correcta respecto a los fitosanitaristdizados en los tratamientos
(drencher y/o empaque), la forma en que se depositgpenetracion y persistencia en
el tejido vegetal, niveles residuales en frutosrgdpctos derivados, dado que la
presencia en linea de produccion industrial deafadn diferentes niveles residuales
tendrd incidencia en los distintos subproductosrados.

El Ortofenilfenol (OPP) es un fungicida de postemism utilizado como bactericida,
biocida y cicatrizante en préacticas agricolas muater Generalmente se aplica en el
lavado de la fruta en forma conjunta con detergeatecortina de espuma, en forma de
sal sddica y como bafio o aspersion. También seidea en la desinfeccion de cajas y
envoltorios de citricos. Su accién es preventiva coatacto. Tiene propiedades
fungicidas y fungistéticas.

Debido a la naturaleza del tejido de las frutascei$ y las propiedades fisicoquimicas
del fungicida, es factible su persistencia en Esculas oleosas. Los niveles residuales
de OPP en los aceites esenciales de las frutasasjtcomprometen seriamente las
exportaciones de estos productos, dado que las ativem de los mercados
importadores, son cada vez mas exigentes. Enrtitlegen nuestro pais, como uno de
los mayores exportadores mundiales de aceite esadeilimén, se hace relevante el
interés por el desarrollo de metodologias anaditigae permitan la determinacion
cuantitativa de OPP tanto en fruta, como en susatkos.

Es de gran importancia lograr un equilibrio entteuso de plaguicidas y el sector
agroindustrial, los mercados internos y de expaitacel medio ambiente, el
consumidor, etc., tratando de compatibilizar acesomue tiendan a optimizar la
produccion citricola hacia el uso de bajas dosipldguicidas, asi como la posibilidad
de facilitar métodos analiticos de control acoméss necesidades del sector.



3. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo fueron:

- Lograr una metodologia analitica adecuada padetarminacion de Ortofenilfenol
por Cromatografia Liquida de Alta Performance cetector de Fluorescencia

- Establecer la incidencia de la carga inicial defenilfenol presente en la fruta sobre
los aceites esenciales obtenidos industrialmente.

4. Metodologia

Las muestras de frutas y aceites esenciales conésp a la variedad Valencia.

Para establecer el plan de muestreo se tuvieraneama las normativas establecidas, a
fin de asegurar la representatividad de la muestracedimientos de recoleccion,
trazabilidad, identificacion del lote, transportegnservacion durante el muestreo en la
linea de produccién y en el laboratorio. El plamueestreo se efectu6 en funcion de la
naturaleza y disponibilidad de las muestras erinkal de produccién de la industria,
para cada tipo de matriz: fruta citrica y aceitesneiales. Se coordin6 con el personal
profesional de la industria para la efectiva y adeéla toma de muestra de las dos
matrices a estudiar.

Los puntos de muestreo considerados Yy la idertificacorrespondiente fuerofrutas
ingreso (al ingreso de la lineajrutas poslavado (antes de su ingreso a la extractora),
aceite esencial pulido (a la salida de la centrifuga pulidossjceite esencial descerado
(del tambor del lote correspondiente a aceite dadoea temperaturas de -18°C durante
15 a 30 dias). Hhtervalo de muestreo en la linea de producgi@ra las muestras de
frutas, fue de 120 minutos por cada turno labaiah vez puesto el sistema en régimen
se efectuaron los muestreos de las restantes awtriguedando los tiempos
condicionados al proceso de obtencion de los acaitenciales. Se efectuaron 5
muestreos de la variedad elegida.

Las muestras de frutas fueron conservadas en bidsesd en camaras, los aceites en
frascos de vidrio color caramelo con tapa plasticantratapa de teflén o aluminio.

De similar manera, se obtuvieron las muestras dgadry aceites esenciales
correspondientes, libres de OPP, a fin de serifd@utas como blanco de muestras y
muestras adicionadas.

Preparacion de estandares y muestras adicionadas

Se prepararon quintuplicados de soluciones est@sadi OPP, de frutas y aceites
adicionados. Para la determinacion de precisioatisearon muestras n=10 y=0,5 a
diferentes concentraciones.

Tratamiento previo de las muestras

Frutas Citricas: En tubo de centrifuga de 25mlfrida es exactamente pesada,
aproximadamente 5gr, se adicionan 5gr dgSg 1gr de CINa y 10ml de Acetonitrilo.
Se agita en Vortex durante 3 a 5 minutos y luegeesérifuga 5min a 4000rpm a fin de
extraer la fase sobrenadante. Los diferentes éaragpn mezclados y filtrados con
NaSQO, a traves de filtro Whatman N° 90. Volumen finalldenuestra: 25ml.

Aceites Esenciales: En tubo de centrifuga de l@im§ceite es exactamente pesado,
alrededor de 1gr, se adiciona 1ml de AcN y se agijarosamente durante unos
minutos. La mezcla es llevada a baja temperaturd @aoninutos. La fase sobrenadante
es extraida, repitiéndose el proceso. Se mezctapxXtmacciones vy filtran a través de
membranas de 0,45Volumen final: 8ml.



Equipamiento

Cromatdgrafo Shimadzu HPLC modular LC-20A Promimernyeccion de la muestra
a traveés de muestreador automético para 105 waleseparacion cromatografica en
forma isocratica. Horno Shimadzu CTO-20A con colamP ODS 250 x 4.6mm.
Software CLASS-VP version 6.14 SP1. Detector deofelscencia RF-10AXL, que
permite regular la sensibilidad y ganancia dedapuestas cromatograficas a obtener.

Determinacion de las condiciones cromatogréficas

A partir de soluciones de estandar se establecicimios los parametros
cromatograficos correspondientes. Las longitudeomi#a adoptadas para el trabajo
fueron 285nm y 304nm de excitacion y emision resymmente (Bahruddin Saad, et al,
2003). Velocidad de flujo de 1,4ml/min y temperatdel horno de 35°C.

Seleccion de la Fase Movil

Se efectuaron diversos ensayos a fin de estabetase mévil mas adecuada, siendo la
elegida una solucion buffer de KPO,-NaHPO, 0,005M y Acetonitrilo como
componente orgéanico, en la siguiente proporcioridBufcetonitrilo (48:52 v/v).

Determinacién de parametros estadisticos

Todo el tratamiento estadistico de los datos skzdeaon el programa Statgraphics
Centurion XV Corporate (2007).

A fin de determinar la curva de linealidad, intdovade confianza, precision,
recuperacién, limites de deteccion y cuantificacidel método; se procesaron
guintuplicados de estandares de OPP (0,5, 0,73, 10, 20, 50, 100, 250, 500, 700,
1000, 1300 y 1500 ppb), fruta adicionada (100, Z%®@, 1000, 1300 y 1500 ppb) y
aceite adicionado (1, 10, 20 y 50 ppb). De las eotraciones de 5ppb de estandares y
aceite adicionado y 500ppb de fruta adicionada repgparon 10 muestras para el
calculo de precision.

El andlisis unidimensional de los datos obtenidoaleura de pico incluye las medidas
de tendencia central, medidas de variabilidad yidasdde forma. En estos casos, el
valor del coeficiente de asimetria estandarizad® gel coeficiente de curtosis estan
dentro del rango esperado para los datos de unédigdn normal.

De este analisis se determindé la independenciasdesiduos a partir del estadisticos de
D. Watson (p-valor > a 0,05). Ademas, el Test déngorov (p-valor > 0,10) indico
una distribucion normal de los mismos, para unlmeeconfianza del 95%.

Se compararon rectas de regresion realizando uisiarde regresiéon maltiple, residuos
(D.Watson), R-cuadrado y test ANOVA para determindas diferencias
estadisticamente significativas entre las pendienfguntos de corte para los diferentes
valores al 99% de confianza.

Los Limites de Deteccion y Cuantificacion se estoma partir de la curva de regresion
para bajas concentraciones de los analitos.

5. Resultados

De los datos obtenidos se pudieron realizar laficggicorrespondientes de Regresion
Lineal tanto para estandares de OPP, como paeadditionada y aceite adicionado.
Del andlisis estadistico se determiné que, paraiwel de confianza del 95%, estas
distribuciones son normales, existiendo una cari@falineal entre las concentraciones
y las respuestas cromatogréaficas expresadas comnasapara los tres casos estudiados.



Precision

Los resultados y los datos estadisticos correspoteli a soluciones de 5ppb para
estandares y aceite adicionado y de 500 ppb pata &dicionada (n-1=9 §=0,05),
pueden observarse en la TABLA 1.

TABLA 1. Datos de precision

Estandar en AcN Fruta adicionada | Aceite adicionado
Concentracion (ppb) 5 500 5
Media (altura) 8959 156238 3798
Desviacion tipica 47 169 56
Coef. de Variaciéon 0,52 0,11 1,48
Intervalo de confianza +34 +121 +40

Limites de Deteccion y Cuantificacion

A partir de las curvas de regresion determinadess g@luciones a bajas concentraciones
de estandares, fruta y aceite adicionado, se detmm los Limites de Deteccion y de
Cuantificacion ¢=0,05, n=5). Los valores obtenidos fueron: estéasjdr,06 y 0,22ppb,
fruta adicionada 0,09 y 0,30ppb y para aceite adado, 0,01 y 0,03ppb
respectivamente.

Comparacion de lineas de regresion

La comparacion de rectas de regresion de estandianesy aceite adicionados pueden

observase en las FIGURAS 1y 2, existiendo diféesnestadisticamente significativas

tanto para las pendientes como para los puntosode para los diferentes valores

correspondientes a las curvas.

Segun lo observado el efecto matriz es significatide manera tal que, en la

determinacion de OPP en muestras reales, tantaudecomo de aceite, serd necesario
efectuar un blanco de muestra y muestras adicisnada de establecer la curva de

linealidad correspondiente.
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FIGURA 1. Comparacion de rectas: estandares vs. fruta adidéon
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FIGURA 2. Comparacion de rectas: estdndares vs. aceite adino

Recuperacion

La recuperacion del método fue efectuada a padirqdintuplicados de muestras
adicionadas a diferentes concentraciones, siersdealores medios obtenidos para fruta
y aceite del 94,76% y 97,54% respectivamente. Lesvidciones estandar y los
coeficientes de variacion relativa fueron de 0,5861 RSD% para fruta, 0,49 y 0,52
RSD% para aceite. Los pardmetros estadisticos f@ron establecer que no existen
diferencias significativas entre la recuperacionliag el 100%.

Resultados linea de produccién industria

La metodologia analitica desarrollada fue aplicadanuestras provenientes de la
industria cuya trazabilidad indicaba factible presa de residuos de OPP. Segun el
plan de muestreo previamente establecido, se efectu5 muestreos de frutas al
ingreso de la linea, fruta poslavado, aceite eakpaiido y aceite esencial descerado.
Los resultados obtenidos se detallan en TABLA 2.

TABLA 2. Muestras de linea de produccioén industrial

Variedad Naranja Valencia Valores medios OPP (n=5 a=0,05)
Carga inicial fruta (ppb) 4043 3796 3646 3980 3763
Fruta poslavado (ppb) 2425 2235 2162 2398 2205
A. esencial pulido (ppb) 22324 19151 19098 20518 19015
A. esencial descerado (ppb) 22863 19620 19541 21097 19345
% persistencia fruta poslavado 59,98 58,88 59,30 60,25 58,60
% persistencia en A. pulido 1,66 1,51 1,57 1,55 1,52
% persistencia en A. descerado 1,70 1,55 1,61 1,59 1,54

Podemos observar, una disminucién en los valoresomele OPP en frutas poslavado,
respecto a la carga inicial de residuos en la fdetangreso. Esto puede atribuirse al
proceso de lavado en la linea de produccion, qudog@, sin embargo, la total
eliminacioén de los residuos, puesto que sélo epdeximadamente un 40%.

Teniendo en cuenta que en los procesos industdalestencion de aceites esenciales
de naranja, por cada tonelada (Tn) de fruta praeesbhporcentaje de aceite que puede
obtenerse oscila entre un 0,2 y un 0,4%, se dataron los porcentajes relativos de



residuos para los mismos considerando un valor ongeli 0,3%. Los valores indican
que para aceite pulido y aceite descerado, lodueside la carga inicial de OPP en
fruta, persisten en un rango comprendido entre 1,50,66% y 1,54 - 1,70%,
respectivamente.

6. Conclusiones

El método desarrollado es preciso tanto para ta framo para los aceites esenciales, la
recuperaciéon del analito es elevada, responde @ecuada sensibilidad en la deteccién
y cuantificacion para la determinacion a nivelagds de Ortofenilfenol.

Las muestras de fruta provenientes de la indugtrésentan una carga inicial de
residuos de OPP. Se observa una posible persetelecila carga inicial de estos
residuos sobre los aceites esenciales obtenidoprogeso de lavado en la linea de
produccion logra reducir los residuos de la cangaal en aproximadamente un 40%.
Por otro lado, el proceso de descerado de loseacpitbduce, aunque discreta, una
reduccion de masa, por lo que, el ligero incremeatgolos residuos en los aceites
esenciales descerados con respecto a los pulidedemeberse a un simple proceso de
concentracion de los mismos.

La adopciéon de esta metodologia por el sectorcol&ipodria permitir un control
adecuado de los productos comercializados en etader Por otro lado, cobra
relevancia lograr el equilibrio entre el uso degplaidas y el sector agroindustrial, los
mercados internos y de exportacion, el medio aniexh consumidor, etc., tratando de
compatibilizar acciones que tiendan a optimizartaduccion citricola.
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